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A aplicação integrada de técnicas modernas, como a Geração do Segundo Harmônico 
(SHG) e os tempos de vida da fluorescência (FLIM), com análise de imagens matemáticas 
nos permitem visualizar detalhes não vistos por microscopia de luz convencional. O 
objetivo deste estudo foi investigar se isto também pode ser aplicado para a investigação 
de tecido cicatricial. Foram estudados 28 casos de preparações histológicas de rotina, de 
quelóides, cicatrizes hipertróficas e normais. A Fluorescência de dois fótons e SHG foram 
obtidas por um microscópio multifóton (LSM 780 NLO-Zeiss), em objetiva de 40X e 
excitados por um laser Mai Tai de Ti: Safira (comprimento de onda de 940 nm). Foram 
adquiridas imagens em 3D e foram criadas imagens justapostas a fim de comparar 
diferentes cicatrizes ou várias regiões no interior da mesma cicatriz com análise de 
imagens informatizadas. Variáveis de Textura derivadas a partir da matriz de coocorrência 
das imagens de fluorescência mostraram diferenças significativas entre as cicatrizes 
normais, cicatrizes hipertróficas e quelóides. Para a análise do FLIM, foi utilizado um 
sistema composto por um microscópio confocal (LSM780-NLO- Zeiss), com objetiva de 
40x e um sistema FLIM acoplado. As amostras foram excitadas por um laser de diodo a 
405nm. Estudamos secções não coradas de 32 casos processados rotineiramente de 
tecido cicatricial incluídos em parafina. As áreas das regiões centrais e periféricas foram 
selecionadas aleatoriamente e comparadas. Os tempos de vida de fluorescência das 
hemácias serviram como padrão interno. Os tempos de vida do colágeno em áreas 
centrais em todos os tipos de cicatrizes foram significativamente mais longo do que em 
áreas periféricas. Houve correlação positiva entre os tempos de vida de fluorescência das 
hemácias e as fibras de colágeno entre os casos. Em resumo, o SHG e a técnica Flim 
revelam em cicatrizes rotineiramente processadas, características morfológicas dos 
tecidos, que não podem ser detectadas por microscopia de luz convencional. 
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The integrated application of modern techniques such as Second Harmonic Generation 
(SHG) and fluorescence lifetime imaging (FLIM) with mathematical image analysis enable 
us to visualize details not seen by conventional light microscopy. The aim of this study was 
to investigate whether this could also be true for the investigation of scar tissue. 28 routine 
histological preparations of keloids, hypertrophic and normal scars were studied. Two-
photon fluorescence and SHG was obtained by a multiphoton microscope (LSM 780 NLO-
Zeiss (at 40X objective magnification) and a Mai Tai Ti: Sapphire laser with excitation at 
940 nm wavelength. 3D reconstructed patchwork images were created in order to 
compare different scars or various regions inside the same scar with computerized image 
analysis. Texture variables derived from the co- occurrence matrix of the fluorescence 
images showed significant differences between normal scars, hypertrophic scars and 
keloids. For FLIM analysis we used a system composed of a confocal microscope Zeiss 
LSM780 Upright-NLO with the 40x objective and a FLIM detection system. The samples 
were excited by a laser diode at 405nm.  We studied unstained sections of 32 routinely 
processed and paraffin-embedded cases of scar tissue. Randomly selected areas of the 
central and peripheral regions were compared. The fluorescence lifetimes of red blood 
cells served as internal standard. Lifetimes of collagen in central areas of all scar types 
were significantly longer than in the periphery. There was a significant positive correlation 
between the fluorescence lifetimes of red blood cells and collagen fibers among the cases. 
In summary, SHG and FLIM techniques reveal in routinely processed scar tissue 
morphological characteristics, which cannot be detected by conventional light microscopy. 
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1.1 Reparação tecidual fisiológica  
 
A cicatrização pode ser dividida didaticamente em três fases distintas: 
inflamatória, proliferativa e de remodelação e qualquer falha nestes processos 
pode resultar em falhas no fechamento da ferida, retardo da cicatrização ou o 
desenvolvimento de cicatrizes patológicas, como quelóides e cicatrizes 
hipertróficas (Fine, Mustoe,2001). 
 
Inflamatória: Devido à ruptura de vasos com a lesão tissular, as plaquetas 
promovem a hemostasia e depois de iniciada, as células inflamatórias e do próprio 
tecido começam liberar inúmeros mediadores químicos. 
Nos três primeiros dias, predominam a ação dos polimorfonucleares e monócitos, 
responsáveis pela fagocitose de bactérias, produtos necróticos e liberação de 
enzimas líticas. (Mandelbaum et al, 2003).  
 
Proliferativa: Nesta fase há formação do epitélio pelo aumento de tamanho, da 
divisão e da migração das células da camada basal da epiderme por sobre a área 
de reparação do tecido conjuntivo subjacente (Carvalho, 2002). Nesta fase 
aparecem os fibroblastos (terceiro dia), sendo estes os responsáveis pela 
produção de colágeno. Ocorre proliferação de capilares a partir de resíduos 
venulares. As células endoteliais, à medida que se multiplicam, atraem-se 
tendendo a formar vasos (Amorim et al., 2006). 
 
 
Remodelação: É a última fase. Na medida em que o colágeno vai sendo 
produzido, ocorre à oclusão da ferida, os capilares se organizam, os fibroblastos 
diminuem em número e observa- se queda da produção de substância 
fundamental responsável pelo aumento da força de tensão e diminuição da 
espessura da cicatriz. Também se observa a diminuição da neovasculatura local 
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e, com isso a área vai perdendo o eritema (Amorim et al., 2006; Mandelbaum et al, 
2003). 
A matriz extracelular se reorganiza, se transformando de provisória em 
definitiva, cuja intensidade, observada nas cicatrizes, reflete a intensidade dos 
fenômenos que ocorreram, bem como o grau de equilíbrio ou desequilíbrio entre 
eles (Gabbiani, et. al., 2003). No entanto, se ocorrer o desequilíbrio desta relação 
favorecerá o aparecimento de cicatrizes hipertróficas e quelóides (Tazima et al, 
2008). 
 
1.2. Reparação tecidual patológica 
 
Segundo Sund (2000), aproximadamente 100 milhões de pessoas 
desenvolvem cicatrizes no mundo desenvolvido a cada ano, como resultado de 55 
milhões de cirurgias eletivas e 25 milhões de cirurgias após trauma. Em casos 
onde os mecanismos fisiológicos de reparação não ocorrem de forma harmoniosa 
devido a perturbações como retardo, ausência do processo ou processo 
exacerbado o reparo passa a ser patológico. 
Como exemplo de reparo excessivo, destacam-se o quelóide e a cicatriz 
hipertrófica e estas podem desenvolver-se após qualquer insulto a derme 
profunda, incluindo queimaduras, picadas de insetos, cirurgia, piercings, brincos, 
vacinas ou qualquer outro processo que resulte em inflamação da pele, como, por 
exemplo, a acne. (Ketchum; Robson, Masters, 1971). A cicatrização excessiva 
pode afetar drasticamente a qualidade de vida do paciente, tanto física como 
psicologicamente. 
O quelóide é uma lesão elevada e fibrosa da derme, brilhante e que 
ultrapassa os limites da ferida original, ou seja, invade a pele normal adjacente. 
Pode apresentar prurido e dor e não regride espontaneamente, apresentando 
crescimento ao longo do tempo. É comum a recorrência após excisão (Urioste et 
al., 1999, Guirro, Guirro, 2002; Anitha et al., 2008). 
A cicatriz hipertrófica é conhecida por uma lesão elevada, que permanece 
confinada aos limites da lesão inicial, ou seja, é delimitada à extensão original da 
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lesão, geralmente regride espontaneamente e a maioria dos casos não apresenta 
recidiva após cirurgia (Moshref, Mufti;2010). 
Embora os quelóides fossem documentados em praticamente todos os 
principais grupos étnicos, eles ocorrem com maior frequência em indivíduos 
Africanos, Asiático e em menor grau nas populações hispânica e mediterrânea. 
(Brissett; Sherris, 2001). 
Histologicamente a cicatriz queloideana é caracterizada pelo depósito 
desordenado de feixes espessos de colágeno, formando nódulos na derme. Na 
cicatriz hipertrófica o colágeno não é nodular, sendo mais regular e mais delgado 
com as fibras dispostas paralelamente em relação à superfície da epiderme (figura 
1).  
Além do colágeno, podem-se encontrar fibras elásticas na cicatriz 
hipertrófica, e em quelóides elas estão praticamente ausentes. 
No quelóide não são encontrados glândulas sebáceas, sudoríparas e pelos 
e o aspecto brilhantes da cicatriz é devido a ausência dos anexos (Blackburn, 
Cosman, 1966; Kischer, Wagner, Pindur, 1989; Slemp, Kirschner 2006; Glinardello 
et al., 2009). 
 
 
                           
Figura1. Microscopia óptica (aumento 20x) A. Cicatriz hipertrófica. B. Quelóide. Coloração 
H&E.  
 
As cicatrizes queloideanas e hipertróficas são, às vezes, de difícil distinção 




respostas celulares diferentes à ação dos fatores de crescimento (Peacock; 
Madden, Trier, 1970). 
 
Algumas principais características e diferenças descritas por Ferreira e 
D´Assunpção (2006) e Murray JC (1994) constam na tabela abaixo: 
 
 
Quelóide Cicatriz Hipertrófica 
Ultrapassa os limites da ferida original Confinadas às margens da lesão 
original 
Não regride espontaneamente Regressão espontânea 
Comum recorrência após excisão Geralmente não há recorrência após 
excisão 
Podem produzir contraturas Na maioria não provocam contratura 
Desenvolvem-se em torno do 3º mês 
pós-trauma. 
Geralmente aparecem 2 a 4 semanas 
após o trauma 
Comum dor e prurido  Menos comum dor e prurido 
Tabela 1. Principais diferenças entre quelóide e cicatriz hipertrófica 
 
Durante séculos, as cicatrizes hipertróficas e os quelóides têm provado 
serem difíceis de tratar, uma vez que estas lesões são notoriamente recorrentes. 
O avanço da tecnologia tem permitido o desenvolvimento de terapias mais 
específicas e localizadas.  
As opções de tratamento atuais incluem: excisão cirúrgica, laser, injeções 
intralesionais, curativos de pressão e de silicone, preparações tópicas, 
radioterapia e crioterapia. Embora existam diversos tipos de terapias, ainda não há 
um consenso sobre a melhor forma de tratar estas lesões. (Leventhal, Furr, Reiter, 




O colágeno pertence a uma família de proteínas fibrosas, sendo sintetizado 
pelos fibroblastos, osteoblastos, odontoblastos, condrócitos e células musculares 
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lisas. É a proteína mais abundante do corpo humano, representando 30% da 
massa proteína total (Kühn et al., 1985, Witte, Barbul, 1997). 
Produzido no endoplasmastico granular do fibroblasto, apartir de informações 
fornecidas pelo RNAm (ácido ribonucleico mensageiro), o colágeno é secretado na 
forma de procolágeno e no meio extracelular sofre clivagem com a ação de 
enzimas proteolíticas e assim, gera regiões funcionais chamadas de 
tropocolágeno. 
Os tropocolágenos ligam-se entre si formando as fibrilas colágenas e após as 
fibras colágenas. As moléculas de colágeno ligam-se longitudinalmente, estando 
dispostas em forma paralela aos feixes (Khün et al., 1985, Witte, Barbul., 1997, 
Abergel et al., 1985). 
Até o momento cerca de 30 tipos de colágenos foram identificados e cada um 
é codificado por um gene específico. 
Na pele, no tecido conjuntivo, há o predomínio do colágeno tipo I (80%) e II 
(20%). Durante a cicatrização ocorre ao contrário da derme íntegra, o primeiro tipo 
de colágeno que aparece é o III, seguido pelo I (Abergel et al., 1985). Os 
miofibroblastos se ligam as fibras de maior espessura, puxando-as em direção a 
eles, sendo este fenômeno responsável pela contração da ferida e é estimulado 
pelo TGF-β e PDGF. Então, quanto maior o número de fibras de grande diâmetro, 
maior será a contração dessa ferida (Broughton et al., 2006). 
 Existe um equilíbrio entre a síntese do colágeno e a destruição em cicatrizes 
fisiológicas, pela ação da colagenase.   
Nos casos de cicatrizes patológicas, o colágeno é imaturo e é explicado por 
uma falha neste processo de destruição.  
Abergel et al., em 1985, descreveu que a diminuição na degradação da matriz 
extracelular de lesões queloideanas não se deve a mudanças na atividade 







1.4 Análise Quantitativa Informatizada de Lâminas Histológicas 
 
A textura é uma característica que descreve a aparência de parte de uma 
imagem e é frequentemente expressa como macia, arenosa, regular, grosseira, 
granular, etc (Haralick et al. 1973). 
A textura da imagem dos tecidos está intimamente relacionada com o estado 
fisiológico e com o distúrbio fisiopatológico do organismo. 
As características da textura são, portanto parâmetros que podem ser 
calculados a partir da imagem armazenada na memória de um computador. Essas 
ferramentas já foram comprovadas como úteis na quantificação de substâncias 
celulares (Thunnissen e Diegenbach, 1986). 
Um dos problemas principais no ato diagnóstico baseado na análise 
microscópica subjetiva é a falta de concordância entre observadores humanos. 
Geralmente a análise visual de imagens histológicas é demorada e trabalhosa, o 
que acaba sendo o fator limitante na produtividade de laboratórios de análise.  
Pequenas alterações que não são óbvias ao olho humano podem ser 
fundamentais para o diagnóstico precoce e consequentemente para prognóstico 
do paciente.  A automação da análise, utilizando-se de ferramentas matemáticas 
no estudo de imagens microscópicas, permite que pequenas alterações sejam 
quantificadas além de possibilitar a análise da lâmina inteira e sem custo adicional. 
 
1.5  Aquisição de imagens: Microscopia Confocal, SHG e FLIM  
 1.5.1 Microscopia Confocal  
A microscopia foi descrita pela primeira vez por Denk et al., (1990) e utiliza 
o laser como fonte de luz. A amostra fluorescente é focada em um orifício 
chamado pinhole, que rejeita a luz fora do plano focal e permite a reconstrução na 
terceira dimensão, no eixo z, sendo esta uma das principais vantagens da 
microscopia confocal, a profundidade de observação na amostra.  
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O processo multifotônico ocorre quando mais de um fóton se encontram no 
mesmo tempo e no mesmo espaço. Os lasers pulsados garantem a superposição 
dos fótons no tempo, enquanto a superposição no espaço só acontece no foco do 
laser.  
Com dois fótons só o volume focal é excitado, enquanto que técnicas que 
utilizam apenas um fóton todo o cone de luz dentro e fora de foco é excitado. 
Assim, a nova técnica reduz os danos na amostra. 
 
 




1.5.2 Second-Harmonic Generation (SHG) 
Outro processo de óptica não linear que pode ser utilizado na microscopia é 
a geração de Segundo harmônico (SHG) (Cox et al., 2004; Brown et al., 2003; 
Provenzano et al., 2006. Nesta técnica, fótons com a mesma frequência são 
combinados para gerar novos fótons com o dobro de energia e por conseguinte o 
dobro da frequência e a metade do comprimento de onda dos fótons iniciais (Chiu 
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Figura 3: Geração de Segundo Harmônico. 
 
1.5.3 Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM)  
O Flim é uma nova técnica de microscopia de fluorescência, não invasiva, 
que permite a identificação da fluorescência endógena e seu meio envolvente. 
O método é baseado no tempo de vida de fluoróforos individuais (Tadrous, 
et al., 2000). 
940 nm 
 
Titânio safira SHG 
   470 nm 
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O tempo de fluorescência é o tempo médio em que uma molécula 
fluorescente permanece no estado excitado antes de emitir um fóton, isto é, o 




Figura 4. Demonstração do tempo médio que uma molécula permanece no 
 estado de latência para emitir um fóton (ps). 
 
O tempo de vida da fluorescência é obtido pelo equipamento de contagem 
de um único fóton correlacionados com o tempo TCSPC (time-correlated single-
photon counting).  
A TCSPC é uma técnica de domínio de tempo, onde a luz pulsada é usada 
para excitar um fluoróforo e os tempos de fluorescência são medidos diretamente 
pela contagem de fótons (Wahl, 2009). 
É baseada no registro repetitivo e cronometrada do sinal de fluorescência 
de fótons individuais, de modo a se obter um histograma de tempo de vida da 
fluorescência com número de fótons x tempo (Talhavini, Atvars,1998; Becker & 
Hickl GmbH, 2006).  
As técnicas mais recentes e avançadas são multidimensionais, não medem 
somente o tempo decorrido entre excitação e detecção, mas também o 
comprimento de onda e a localização da emissão na amostra (Wahl, 2009). É uma 
ferramenta caracterizada por uma alta sensibilidade e alta resolução utilizada para 
a obtenção da imagem por tempo de vida da fluorescência (Marcu, 2012). 
Excitação 
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As imagens por tempo de vida da fluorescência são formadas por 
pseudocores de acordo com seus respectivos tempos de vida (Olympus 
Corporation, 2014).   
Este método pode ser aplicado também em material não corado.  A 
autofluorescência de tecidos biológicos se deve aos fluoróforos (grupos químicos 
que podem converter a luz absorvida em fluorescência). A absorção de um único 
fóton por fluoróforos endógenos abrangem o espectro do ultravioleta e da luz 
visível, podendo apresentar espectros sobrepostos (Conklin et al., 2009). 
Moléculas de colágeno, elastina, queratina, NADH, tirosina e porfirinas são alguns 
importantes fluoróforos endógenos (Marcu, 2012; Bagnato, 2008). A análise da 
autofluorescência podem fornecer informações estruturais, bioquímicas, funcionais 
e patológicas, otimizando o diagnóstico (Marcu, 2012). 
Utilizando o método FLIM é possível observar a fluorescência de uma única 
molécula, também estudar fatores que afetam no tempo de emissão de 
fluorescência. Os fatores que interferem no tempo de vida da fluorescência 
incluem a intensidade de íons, propriedades hidrofóbicas, concentração de 
oxigênio e interação molecular de proteínas. O tempo de vida da fluorescência não 
depende da concentração do fluoróforo (Marcu, 2012). 
Cada corante fluorescente tem um tempo de vida no estado excitado com a 
distribuição/histograma em curva de decaimento. 
O FLIM é capaz de diferenciar fluoróforos ou moléculas auto fluorescentes 
que possuem fluorescências no mesmo espectro de emissão. Nos casos em que 
os fluoróforos dos tecidos biológicos possuem espectros sobrepostos, o tempo de 












Figura 5. Flim. A. Aquisição de dados: medição da curva de decaimento. B. 
Parâmetro exponencial da curva de decaimento da fluorescência em cada pixel, 
calculado a vida da fluorescência em cada pixel. C. Histograma (ps) com a 
transformação da vida da fluorescência em código de cores. Amostra: cicatriz 
hipertrófica. Material incluído em parafina e lâmina sem corar. 
 
A técnica FLIM pode ser implementada em sistemas de microscopias 
confocais, onde os sinais fora de foco são reduzidos garantindo melhor resolução 
da imagem. Esta técnica pode ser utilizada tanto em amostras fixadas, lâminas de 
arquivo quanto em tecidos vivos. Pesquisas desenvolvidas por vários grupos 
demonstraram que o tempo de vida da fluorescência fornece um meio de alcançar 
contraste molecular óptico em tecidos doentes, possibilitando a caracterização dos 
tecidos e o diagnóstico de doenças (Marcu, 2012). 
O FLIM pode ser rotineiramente aplicado em vários laboratórios e as 
principais vantagens são: Os díodos emissores de luz (LEDs), de baixo custo 
podem ser utilizados como fonte de excitação e tem uma elevada velocidade de 
12 
 
aquisição, uma vez que nenhuma leitura seja realizada e, por conseguinte, todos 





































Analisar a textura de cicatrizes fisiológicas e patológicas em lâminas histológicas 
de rotina com microscopia confocal, multifóton, Geração de Segundo Harmônico 







 Verificar se há diferença entre cicatrizes normais, hipertróficas e quelóides 
com as variáveis da textura: Entropia de Shannon e de Haralick, 
Homogeneidade Local, Segundo Momento Angular, Sum e Fluorescência 
integrada óptica (IOF), tanto na Fluorescência quanto na Geração do 
Segundo Harmônico (SHG). 
 Analisar se existe diferença entre as médias dos tempos de vida da 
fluorescência entre os grupos e se há diferença entre a região central e 










3. PACIENTES E MÉTODOS 
 
3.1 Pacientes  
 
Causística 
O estudo é retrospectivo. Foram analisados casos de cicatrizes fisiológicas e 
patológicas diagnosticadas no Hospital de Clínicas (HC) da UNICAMP a partir de 
1986. Utilizamos blocos de parafina do arquivo de biópsias do Departamento de 
Anatomia Patológica do HC da Unicamp.  
Método Geração de Segundo Harmônico (SHG): Participaram do estudo 28 
casos (17 de quelóide, 4 de cicatriz hipertrófica e 7 com cicatriz normal).  
Método tempos de vida da fluorescência (FLIM): Participaram do estudo 32 
casos (20 de quelóide, 7 de cicatriz hipertrófica e 5 com cicatriz normal). 
 
O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Médicas 
da Universidade Estadual de Campinas (FCM-UNICAMP) (Número 965/2007. 
CAAE: 0705.0.146.000-0). 
 
Critérios de Inclusão 
Foram incluídos pacientes de ambos os sexos, de qualquer faixa etária, que 
tiveram diagnóstico de cicatrização hipertrófica ou quelóide. 
A maioria dos casos de cicatrizes normais foi de ampliação de margem cirúrgica. 
 
 Critérios de Exclusão: 
Pacientes que não apresentavam dados confiantes, biópsias que não contém a 





Foi elaborado o seguinte protocolo, com a finalidade de obter dados pertinentes 
aos pacientes que serão estudados: Nome do paciente, sexo, etnia, idade, local 
da lesão e evolução do paciente. 
 
3.1 Processamento do material  
 
    As lâminas foram preparadas no Laboratório de Anatomia Patológica 
Experimental do Núcleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Faculdade de 
Ciências Médicas (FCM)/UNICAMP. 
O material emblocado em parafina, foi colocado em gelo e foram feitos 
cortes histológicos de 5μ e 10μ utilizando o micrótomo 820 spencer (American 
optical corporation, USA), em seguida colocado em banho-maria à  55ºC. O corte 
foi aderido à lâmina de vidro por “pescagem”. 
As lâminas foram levadas para a estufa a 60ºC por 5 horas. Após foi 
realizado a desparafinação com 2 banhos em xilol por 5 minutos cada banho), 
depois a hidratação (1 banho em etanol Absoluto depois 70% durante 1 segundo) 
e foram colocadas em água corrente. 
Após esta etapa as lâminas foram coradas pelos seguintes métodos: 
 
a) Hematoxilina e Eosina: As lâminas foram coradas com hematoxilina 
(Merck) por 1 minuto e em seguida foram lavadas em água corrente. 
Após, foram coradas com eosina (Merck) por 1 minuto e em sequência 
lavadas em água corrente. 
b) Picro-sírius red: Os cortes histológicos foram desparafinados, hidratados 
e corados durante 1 hora com a solução de Sírius Red 0,2g dissolvido em 
solução aquosa de ácido pícrico, em seguida, rapidamente lavados em 
água corrente e contracorados com Hematoxilina de Harris, por 2 
minutos. 
c) Picro-sírius red com ácido fosfomolíbdico: Fizemos 3 soluções A): 
ácido fosfomolíbdico (0,2%), (B): Solução de picro-sírius (Sírius Red e 
ácido pícrico) (C) Ácido clorídrico 0,01N.  
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Os cortes histológicos foram colocados na solução de ácido 
fosfomolíbdico 0,2% durante 1 minuto, logo em seguida na solução de 
picro-sírius, em temperatura ambiente por 90 minutos. Após este tempo, 
lavamos com solução de ácido clorídrico 0,01N e em álcool 70% durante 
45 segundos.  
Os cortes histológicos após a coloração passaram pelos processos de 
desidratação (1 banho no álcool 70% e 2 banhos no álcool absoluto), diafanização 
( 3 banhos em xilol por 1 segundo cada) e montagem com Entellan®. 
As lâminas sem corar passaram somente pelos processos de 
desparafinação e montagem. 
          
3.2 Aquisição de imagens  
Os casos foram examinados pela microscopia óptica, de fluorescência 
com confocal à laser e Geração do Segundo Harmônico (SHG) com sistema 
multifóton e confocal à laser com o sistema FLIM acoplado. 
As imagens foram adquiridas nos Microscópios Confocais do Instituto 
Nacional de Fotônica aplicada a Biologia Celular (INFABIC), no laboratório de 
Biofotônica do Instituto de Física da UNICAMP. 
3.2.1 Fluorescência e SHG: 
As lâminas para aquisição das imagens de fluorescência e SHG foram 
feitas com 5µ e coradas com H&E. 
 As imagens foram adquiridas no microscópio confocal multifóton LSM 780-
NLO, Zeiss (figura 6), à laser de argônio, com objetiva de 40X em óleo de imersão. 
Ambos os sinais, 2 fótons Fluorescência e Geração do Segundo harmônico (SHG) 




A aquisição das imagens de fluorescência e do SHG foram simultâneas 




Figura 6. Microscópio Confocal de Varredura a Laser LSM 780-NLO, Zeiss. INFABIC. 
 
Usamos os filtros NDD (LP490/SP485) para o SHG e para fluorescência 
filtro NDD BP 565-610.  
 Cada imagem adquirida no microscópio multifóton contém 512x512 pixels 
(0.692 µm por pixel).  
As imagens foram adquiridas em Z-stack, isto é, em 3D, como 




Figura 7. Quelóide (Fluorescência refletida e SHG refletido e transmitido) em 3 D  
(10 imagens justapostas e também no eixo z). 
 
As imagens sequenciais no eixo X foram justapostas pelo software Zen, 
onde se formou uma imagem muito maior que nós chamamos de “mosaico” ou 
“patchwork” (fig. 8). Estas imagens foram salvas no formato LSM e 
posteriormente em formato BMP, para análise computacional. 
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Os sinais da Geração do Segundo Harmônico (SHG) foram coletadas em 
ambas as direções, retro-refletida e transmitida simultaneamente, e o sinal de 
fluorescência foi coletado somente na direção refletida. 
 
Figura 8. Layout do software acoplado ao confocal. Primeira imagem: SHG              
refletido. Segunda imagem: Fluorescência refletida. Terceira imagem: SHG transmitido 
e Quarta imagem: Justaposição de todas. 
 
Fizemos um teste piloto com a coloração picro-sírius, em lâminas com 10 
μm de espessura para testarmos a colocalização da fluorescência com o sinal 
SHG.  
Oito lâminas de cicatrizes foram coradas com picro-sírius e adquirimos duas 
imagens simultaneamente, sendo uma da fluorescência do picro-sírius e outra 
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com SHG, com o comprimento de onda 788nm e as imagens, tanto de 
fluorescência quanto de SHG foram justapostas, formando um “mosaico”, do 
tamanho de 512x512 pixels cada.  
As imagens foram adquiridas com o aumento de 40 vezes em óleo de 
imersão.  
Num segundo estudo piloto, testamos a colocalização do sinal de 
fluorescência do picro-sírius com SHG com duas diferentes técnicas: picro-sírius 
com ou sem tratamento com ácido fosfomolíbdico (Quintana et al., 2005) em dois 
tecidos biológicos, quelóides e aorta humana. Em lâminas com 10 μm de 
espessura e com aumento de 40x em óleo de imersão. Adquirimos imagens com o 
tamanho de 1024x1024 pixels cada. 
 
3.2.2 Tempos de vida da fluorescência (FLIM) 
 
A análise do tempo de vida da fluorescência das amostras foram realizadas 
utilizando o microscópio confocal Zeiss Upright LSM780-NLO (Carl Zeiss AG, 
Alemanha), com um detector de FLIM (Fluorescence Lifetime Image Microscopy) 
acoplado, do fabricante Becker & Hickl GmbH, da Alemanha. 
A amostra foi excitada por um laser diodo pulsado com o comprimento de onda 
de 405 nm e taxa de repetição de 80Mhz, que após um curto tempo emite um 
fóton que chegará ao detector de FLIM.  
O aparelho de FLIM é composto pelo detector HPM-100-40 Hybrid Detector 
(GaAsP/PMT) com detecção de fótons emitidos de 400 – 700 nm.  
Foram adquiridas imagens com objetiva de 40X em óleo de imersão. 
Selecionamos áreas da região central e periférica das cicatrizes para adquirir  
com microscópio confocal e com microscópio com detector para FLIM. 
Em cada caso adquirimos (4 imagens da região central e 4 imagens da região 
periférica) de cicatrizes hipertróficas, quelóides e cicatrizes normais. 
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      As imagens no microscópio confocal tem o tamanho de 1024 x 1024 pixels 
(0,208µm por pixel).  
O FLIM foi adquirido em 120 segundos. 
 
3.3 Análise das imagens 
 
3.3.1 Confocal Multifóton (Fluorescência e SHG) 
A análise das imagens justapostas (fig. 6) foi realizada pelo software “cell 
sociology”, criado pelo Dr. Randall Adam (fig. 9 e 10). Uma janela deslizadora 
(gliding-box) do tamanho de 128x128 pixels percorre a imagem composta e cria 
imagens individuais do tamanho de 128x128 pixels, após o deslocamento a 
direita do Box. Para cada janela registramos características da textura 
calculadas de acordo com Haralick et al., 1973.  
Descritores extraídos da matriz de coocorrência Haralick 
As características da textura calculadas de acordo com Haralick et al, 1973, 
foram: Entropia, Homogeneidade local e Segundo Momento Angular, todas 
inseridas no programa Cell Sociology.  
Das imagens transformadas, foram extraídos níveis de cinza (luminância) 
de cada pixel (menor elemento que compõe a imagem) e construída uma matriz 
de coocorrência. 
 Nesta matriz, cada elemento na posição i (linha), j (coluna) indica o número 
de vezes que um pixel com nível de cinza i tem um vizinho com nível de cinza j 
(fig.9), semelhante a um histograma bidimensional.  
 
(i; j) = p(i; j) 
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         R 
Onde: 
R é o numero total de pares de pixels utilizados para se construir a 
matriz de coocorrência. 
 
 
3 0 0 3 1
1 4 6 6 5
0 2 3 1 3
4 3 0 4 6
2 5 6 2 2
0 1 2 3 4 5 6
0 1 0 1 1 1 0 1
1 0 0 0 1 1 0 0
2 0 0 1 1 0 1 0
3 2 2 0 0 0 0 0
4 0 0 0 1 0 0 2
5 0 0 0 0 0 0 1
6 0 0 1 0 0 1 1
 
Figura 9 A: Exemplo de imagem de quelóide transformada em níveis de cinza. B: matriz 



































































Descritores extraídos da matriz de coocorrência de Haralick  
Características da textura 
Entropia: Quantifica a variedade das transições entre os diferentes graus 
de cinza na imagem, isto é, o grau de detalhamento da estrurura. (Kayser et al, 
2007).  
 
Entropia= -∑i ∑j p(i, j) log2 p(i, j)  
                                                            
 
Onde: ∑=somatória 
           p(i; j) = representa a probabilidade de ocorrer um pixel com nível de cinza i 
vizinho com um de nível de cinza j. 
 
Homogeneidade local: mede a homogeneidade da imagem (Theodridis e 
Koutroumbas, 2006); 
Homogeneidade local = ∑i ∑j     1        p(i, j)  
                                                                  1+(i-j)2 
Segundo Momento Angular: representa a suavidade da imagem 
(Theodridis e Koutroumbas, 2006); valores maiores mostram as variações 
abruptas de brilho da imagem. 
Segundo Momento Angular = ∑i ∑j (p(i, j))2 
 
Além das características extraídas da matriz de coocorrência Haralick, 
utilizou-se a IOF. 
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IOF: Fluorescência ótica integrada, é a soma da fluorescência integrada 
extraída de cada pixel. 
IOF = log F/Fo 
F= fluorescência de cada pixel  
Fo = Threshold  
 
Para a análise das imagens usamos para cada sinal, fluorescência 
refletida e SHG refletido e transmitido.  
Na luz refletida, o feixe de laser incide em um espelho dicroico, este tem a 
propriedade de separar a luz conforme determinados comprimentos de onda, e é 
refletido para a objetiva que excita a amostra. Na luz transmitida a luz atravessa 
o objeto a ser estudado e atinge a objetiva. 
As cores são artificiais e escolhemos como padrão em nosso estudo: 
Verde para a fluorescência refletida e Vermelha para o SHG refletido e 
transmitido. 
A figura 10 demonstra a sequência das imagens de um caso adquiridas para 
análise. Este caso é um quelóide, no total de 10 imagens seriadas, no eixo x 
(tamanho de 5120 pixels), sendo que cada uma tem 512x512 pixels (0,692 µm 
por pixel). Em sequência as figuras 11, 12 e 13 mostram a interface do programa 
de análise de imagens “cell sociology” e como foi feito a caixa deslizadora 











Figura 10. Imagem justaposta. A) fluorescência e SHG juntas. B) fluorescência refletida. 
C) SHG refletido e transmitido juntos. Quelóide. Total: 10 imagens com o tamanho de 













Figura 12. Programa Cell Sociology: Mosaico: Color Filter: permite análise de imagens 








Figura 13. Janela deslizadora (gliding Box). Quelóide. Imagem justaposta (Tamanho de 




Coletamos todos os fótons emitidos da amostra por 120 segundos 
individualmente, para cada um dos 256x256 pixels.  
O histograma demonstrado na figura 14 da escala do azul ao vermelho 
representa o FLIM em picossegundos de toda a imagem (256x256 pixels).  
Outro histograma, também indicado na figura 14, logo abaixo da imagem do 





Figura 14. Exemplo de aplicação da microscopia confocal para aquisição do FLIM. 
Imagem de uma cicatriz queloideana.  
 
Os softwares utilizados foram: SPCM – Single Photon Counter, Version 
9.41, para a construção da imagem e o SPC image para análise. 
A taxa de decaimento da fluorescência em uma imagem de Flim, isto é, o 
tempo que os fótons permanecem no estado excitado até a emissão da 
fluorescência pode ser interpretado como a soma de curvas de decaimento 
exponencial dos diferentes componentes individuais.   
Com o programa utilizado temos a opção de incluir até três componentes 





Onde F é a intensidade da fluorescência; t é o tempo; a1, a2 e a3 são 
constantes e τ1, τ2 e τ3 são os tempos de vida. 
Neste trabalho os tempos de vida foram calculados com duas componentes 
e utilizamos as médias dos tempos de vida da fluorescência (TM). 
As cores são dadas na escala entre o azul e o vermelho, onde o azul 
corresponde ao tempo de vida mais curto e o vermelho ao tempo de vida mais 
longo da fluorescência.  
Foram selecionadas ao acaso oito fibras na região central e oito na região 
periférica em cada caso e as áreas desejadas para análises foram selecionadas 







Figura 15. Quelóide. Observa-se a área selecionada da fibra de colágeno para 
extrair a matriz. Análise de decaimento com 2 componentes. 
 
Após a seleção da imagem, foi calculada a matriz referente à Média dos 
tempos de vida da fluorescência (TM) da área e esta foi exportada para o Excel e 
posteriormente para o programa estatístico Winstat (figura 16). 





Figura 16. Matriz da Média dos tempos de vida da fluorescência da região 
selecionada da cicatriz queloideana. 
 
 
    Introdução de um ponto de referência 
 
  Introduzimos os valores dos tempos de vida das hemácias como referência 
no FLIM, porque teoricamente os valores dos tempos de vida das hemácias 
deveriam ser iguais em todos os pacientes, partindo do pressuposto que os 
pacientes estão livres de doenças hematológicas. 
 
3.4 Análises estatísticas  
 
• Utilizamos Análise de variância (ANOVA) para comparação entre os tipos 
de cicatrizes (nível de significância p<0,05). Teste post-hoc LSD ( Least 
Significant Difference); 
• A Correlação de Pearson foi utilizada no Flim para avaliar a relação entre os 
tempos de vida das hemácias com os tempos de vida da fluorescência do 
colágeno,  tempo de estocagem do bloco e a idade do paciente. 
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• Utilizamos também a Correlação de Pearson no método de Fluorescência e 
SHG para verificarmos a relação entre fluorescência (em lâminas coradas 
com H&E) e o SHG com as variáveis extraídas da matriz de coocorrência 
de Haralick  
• Usamos o coeficiente de correlação de Spearman para testarmos a 
correlação entre a fluorescência (em lâminas coradas com picro-sírius) e o 
SHG. 
• O Teste T pareado foi utilizado para detectar diferenças entre região central 
e periférica das cicatrizes no método FLIM; 
•  Usamos a Regressão linear múltipla para análise multivariada de dados, a 
fim de verificarmos a relação entre as variáveis: tempo de estocagem do 
bloco, FLIM das hemácias, o tipo de cicatriz (patológica ou normal) e a 
distância entre a região central e periférica (mm) na lâmina com o tempo 
médio de vida da fluorescência da região central e da região periférica. 
 

















Participaram do estudo no método de Fluorescência- SHG 28 casos, sendo 17 
quelóides, 4 cicatrizes hipertróficas e 7 com cicatrizes normais.  
17 pacientes eram do sexo masculino e 11 do sexo feminino, com idade mediana 
de 31 anos (6-66 anos).  
Encontramos dados da etnia de 16 pacientes: 11 caucasianos e 05 
afrodescendentes. 
  
Para o método FLIM participaram 32 casos, contendo 20 quelóides, 7 cicatrizes 
hipertróficas e 5 com cicatrizes normais. 
14 pacientes do sexo masculino e 18 do sexo feminino, com a idade mediana de 
33 anos (2-99 anos). 





4.1  Comparação da Fluorescência integrada ótica (IOF) do picro-sírius red 
com a intensidade do sinal SHG  
Em um estudo piloto comparamos a IOF nas imagens de fluorescência do 
picro-sírius red com o sinal SHG para a colocalização do colágeno.  
Observamos que os coeficientes de correlação Pearson entre a 
fluorescência integrada ótica do picro-sírius e o sinal de SHG aumentaram com o 






 Gliding Box 1x1 128x128  
Quelóide 1 0,42966 0,90344 
Cicatriz normal 1 0,35996 0,92399 
Cicatriz normal 2 0,28596 0,88272 
Quelóide 2 0,53689 0,87936 
Cicatriz normal 3 0,27799 0,81654 
Quelóide 3 0,45942 0,54351 
Cicatriz normal 4 0,56544 0,82067 
Cicatriz hipertrófica  0,43641 0,90436 
Total 0,41896 0,83432 
Tabela 2: Mensuração com Gliding boxes de diferentes tamanhos 
O gráfico na figura 17, demonstra que ocorre um aumento do coeficiente de correlação 
com o aumento do box 1x1 e 128x128 pixels. No eixo x esta o tamanho do Box 1x1 e 
128x128 pixels e no eixo y os coeficientes de correlação 
 
Figura 17. Gráfico scatterplot demonstrando o aumento do coeficiente de correlação com 




Após o estudo piloto, fizemos um mais detalhado, também para observamos a 
colocalização entre a fluorescência do picro-sírius e o sinal do SHG, utilizando 
lâminas de cicatrizes e aortas coradas com picro-sírius, com ou sem pré-
tratamento com ácido fosfomolíbdico.  
Os resultados são demonstrados na tabela 3. Analisamos 10 imagens de lâminas 
































Cicatriz a 0,986 0,762 0,810 0,841 0,849 0,894 0,938 11606,1 6039,73 
Cicatriz a 0,670 0,774 0,816 0,835 0,881 0,926 0,954    12026,9 7022,87 
Cicatriz b 0,587 0,697 0,773 0,790 0,806 0,695 0,879  9449,40           6186,75 
Cicatriz b 0,653 0,803 0,856 0,873 0,844 0,677 0,882 10167,2          6851,08 
Cicatriz c 0,630 0,762 0,810 0,841 0,849 0,894 0,938 10777,4 5608,45 
Cicatriz c 0,496 0,577 0,638 0,654 0,610 0,731 0,777 12714,7 8820,71 
Cicatriz d 0,491 0,50 0,621 0,638 0,635 0,380 0,349   10378,0 7566,61 
Cicatriz d 0,396 0,543 0,591 0,615 0,712 0,452 0,160   6809,58 7580,3 
Cicatriz e 0,323 0,498 0,637 0,722 0,776 0,791 0,707   8376,25 8163,80 
Cicatriz e 0,690 0,691 0,691 0,684 0,674 0,667 0,894 11028,2 10236,0 
Aorta a 0,662 0,763 0,796 0,790 0,848 0,949 0,903 10186,5 7858,66 
Aorta a 0,406 0,491 0,537 0,536 0,488 0,081 0,080 10024,4 7817,74 
Aorta b 0,620 0,670 0,678 0,690 0,765 0,869 0,781 8922,77 8799,09 
Aorta b 0,506 0,517 0,525 0,530 0,550 0,568 0,695 10024,4 7817,74 
Cicatriz f 0,186 0,214 0,217 0,219 0,258 0,145 0,564 7916,78 7125,14 
Cicatriz f 0,430 0,508 0,558 0,578 0,625 0,816 0,737    10139,8 5895,57 
Cicatriz g 0,323 0,498 0,637 0,722 0,776 0,791 0,707 8376,25 3481,50 
Cicatriz g 0,439 0,490 0,508 0,541 0,634 0,816 0,524 8960,58 9213,37 
Cicatriz h 0,745 0,813 0,852 0,873 0,884 0,940 0,982  7310,99 7115,76 
Cicatriz h 0,610 0,712 0,758 0,783 0,839 0,910 0,968  12581,4 7403,50 
Tabela 3. Coeficientes de correlação Spearman com e sem o ácido. Os casos em negrito 
representam o picro-sírius com ácido fosfomolíbdico. 
 
Observamos na tabela abaixo (4), os coeficientes da correlação parcial 
(eliminando o efeito do ácido fosfomolíbdico) da média da fluorescência do picro-














R da média 
do SHG 
P 
1x1 0,48 0,02  0,30 0,18 
2x2 0,42 0,06  0,07 0,6 
4x4 0,39 0,08  0,10 0,6 
8x8 0,35 0,12  0,20 0,38 
16x16 0,24 0,28 -0,24 0,30 
64x64 0,36 0,10  0,64 0,11 
128x128 0,63 0,002 -0,11 0,62 
Tabela4. Correlação parcial entre as médias da fluorescência do picro-sírius com o sinal 
de SHG. 
 
Nas tabelas abaixo 5 e 6 apresentamos a mediana com os mínimos e máximos 
entre os boxs dos casos. 
Picrossírius 
Box 
 Mediana/ mínimo e máximo 
Com ácido 1x1 0,603 (0,186-0,986) 
 2x2 0,684 0,214-0,813) 
 4x4 0,725 (0,217-0,856) 
 8x8 0,756 (0,219-0,873) 
 16x16 0,791(0,258-0,884) 
 64x64 0,830 (0,145-0,949) 
 128x128 0,892 (0,349-0,982) 
Tabela 5. Mediana com mínimo e máximo entre os boxs corados  
com picro-sírius e ácido fosfomolíbdico.    












Picrossírius Box Mediana /mínimo e máximo 
sem ácido 1x1 0,501 (0,396-0,690) 
 2x2 0,560 (0,490-0,803) 
 4x4 0,615 (0,508-0,856) 
 8x8 0,634 ( 0,530- 0,873) 
 16x16 0,654 (0,488-0,881) 
 64x64 0,704 (8,16300e-02-0,926) 
 128x128 0,757 (8,03200e-02-0,968) 
Tabela6. Mediana com mínimo e máximo entre os boxs corados  




A figura a seguir demonstra a fluorescência do picro-sírius e o Sinal da Geração  
do Segundo Harmônico (SHG)       
                        
Figura 18. A. Fluorescência do picro-sírius transmitida e refletida. B. Sinal SHG 
transmitido e refletido. C. Merge Fluorescência do picro-sirius e sinal de SHG (TPEF + 
SHG) em quelóide. 40x. tamanho 1024x1024 pixels. 
 
Observando as medianas, houve em geral, um aumento do coeficiente de 
correlação com o aumento do box, como mostra o gráfico na figura 19, com ácido 







Figura 19. Scatterplot da correlação entre o picrossírius e SHG como estimativa da 
qualidade da colocalizção e o tamanho do Box. A. Coloração Picro-sírius + ácido 
fosfomolíbdico. B. Coloração Picro-sírius sem ácido. 
 
 
4.2 Fluorescência e SHG de lâminas coradas com Hematoxilina e Eosina. 
Variáveis da textura 
 
Analisamos a fluorescência da eosina em lâminas coradas com H&E nos 3 
grupos de cicatrizes. A análise da variância (ANOVA) e o teste post-hoc (LSD), 
revelou diferenças significativas, entre cicatriz normal e quelóide e cicatriz 
hipertrófica e quelóide em relação às variáveis: Entropia de Shannon, Entropia de 
Haralick, Sum e a Fluorescência integrada óptica (IOF).  
Não encontramos diferenças significativas em relação às variáveis 
estudadas e a cicatriz normal com a cicatriz hipertrófica (tabela 7). 
Para o sinal da Geração do Segundo Harmônico (SHG), houve diferenças 
significativas, entre a cicatriz normal e quelóide, cicatriz normal e hipertrófica e 
quelóide e cicatriz hipertrófica em relação às variáveis: Entropia de Shannon, 
Entropia de Haralick, Homogeneidade Local, Segundo Momento Angular, Sum e a 






































































































0,21846 0,24044 0,20435 0,68836 
 
  
























































































































1,32196e+06 0,00371 +  
Percentil 
























































55033,7 56021,1 63531,9 0,01302 + + 
 














































5,98393 5,20082 6,43389 0,01478 
 












5,03331 4,17652 4,95217 0,31835 
 
   








6,71238 5,86352 7,16325 0,00414 
 








0,61540 0,48365 0,81963 0,33283 
 




9,22926 7,84843 9,04338 0,38101 
 








11,1505 10,5267 12,5938 0,01515 
 




0,16685 0,24882 0,15461 0,09513 
 




9,48476e-04 1,07619e-03 1,73587e-03 0,30456 
 


















0,21618 0,30442 0,22704 0,30235 
 





3,03331e-03 1,80782e-02 3,08057e-03 0,05932 
 










8,21766e-04 9,20580e-03 4,95779e-04 0,03826 
 
 





7,11328e-03 3,21336e-02 1,40163e-02 0,29157 
 





6,43101e-03 2,83512e-02 1,03647e-02 0,23835 
 
   
44 
 
Média do Sum 5,86890e+05 3,84992e+05 7,49880e+05 0,06887 
 









   
Mínimo do Sum 3,82866e+05 2,22860e+05 3,44561e+05 0,74213    
Máximo do Sum 8,82556e+05 6,42475e+05 1,36944e+06 0,01102 
 
+ +  
Percentil do 
Sum 
8,37219e+05 5,74500e+05 1,20493e+06 0,02226 
 







39642,3 51357,7 0,11047 
 





1,97325e+07 1,08008e+07 4,18867e+07 0,02921 
 





40091,0 32940,8 36946,8 0,60243 
 





56329,2 46796,1 64016,3 0,00913 
 









 +  
 
Tabela 8. Médias e diferenças significativas para Geração do Segundo Harmônico (SHG) 







A tabela 9 demonstra as medidas: média, o desvio padrão, o mínimo e o máximo 
em picossegundos da variável tempo de vida da fluorescência das hemácias. 
 
 
Variável Média (ps) Desvio padrão Mínimo (ps) Máximo (ps) 











Tabela 9. Variável tempo de vida das hemácias e os valores de média, desvio padrão, 





Observamos correlações Pearson positivas entre os tempos de vida da 
fluorescência das hemácias e os Tempos Máximos (TMAX) de vida da 
fluorescência (FLIM) e os Tempos Médios (TM) de vida da fluorescência. (tabela 
10). 
 



























































Tabela 10. Correlação positiva Pearson entre os tempos de vida das hemácias e variáveis 
















14 8,94405  
 












Tabela 11. Variáveis: tempo de estocagem do bloco (anos) e a idade do paciente não se 








Análise Multivariada  
 
      Para o modelo ajustado da análise multivariada, utilizamos como variável 
dependente o Tempo médio da região central (TMC) das cicatrizes e o tempo 
médio da região periférica das cicatrizes (TMP).  
     Utilizamos como variáveis independentes: tempo de estocagem (anos) do 
bloco, tempos de vida da fluorescência das hemácias, tipo de cicatriz (patológica 
ou normal) e a distância entre região central e periférica (mm) e resultou nas 
seguintes fórmulas: 
 
Tempo Médio da região Central das cicatrizes (TMC)  
 
Tempo Médio da região Central (TMC) = 0,80713 x Tempos de vida da 
fluorescência das hemácias – 287,701 x cicatriz patológica + 72,8315 x Distância 
entre a região central e periférica (mm) + 682,406. 
  
R² = 0,275; P= 0,00708  
 
 
Tempo Médio da região Periférica das cicatrizes (TMP)  
 
Tempo Médio da região Periférica (TMP) = 0,64814 x Tempos de vida da 
fluorescência das hemácias – 295,540 x cicatriz patológica + 84,1030 x Distância 
entre a região central e periférica (mm) + 566,827. 
  
R² = 0,3178; P= 0,0032 
 
      
 
 
 Comparação entre área central e periférica das cicatrizes 
 
Para comparar a região central e periférica utilizamos o teste t student 









Tempo Máximo de vida da fluorescência (TMAX) 
 
 
Tipo cicatriz  Média do Tempo 
Máximo da região 
Central (ps)  
Média do Tempo 
Máximo da região 
Periférica(ps)  
Diferença  P 
Quelóide  2342,48  1683,34  659,135  0,01818 
Hipertrófica  2180,51  1733,41  447,095  0,09688 
 
Normal  2734,70  1985,22 749,476  0,28363  
 
 
Tabela 12. Comparação entre os tempos máximos de vida da fluorescência entre a área 


















Diferença  P 
Quelóide  1127,60  957,216  170,386  0,000011  
Hipertrófica 868,519  767,636  100,883  0,03653  
normal  1209,42   1042,80 166,618  0,06146 
Tabela 13. Comparação entre os tempos médios de vida da fluorescência entre a área 




Média dos tempos de vida nas regiões das cicatrizes 
Em casos individuais: 
 
O Tempo Médio da região Central (ps) foi maior comparando com o Tempo Médio 
da região Periférica (ps) em todos os casos. 
 
O Tempo Máximo na região central (ps) foi menor comparando com o Tempo 
máximo da região periférica (ps) em 2 casos de cicatrizes normais, 1 caso de 






 O diagnóstico em anatomia patológica é dependente de técnicas que 
demandam tempo no preparo, custos e experiência do observador. Podem 
acontecer alguns problemas para o diagnóstico correto, destacando a 
inexperiência do observador, cansaço, falta de concordância entre os 
observadores ou por limitações na resolução e tamanho dos dispositivos de 
visualização.  
A quantificação das alterações morfológicas da textura pode ser feita por 
análise humana e computadorizada (Lorand-Metze,1996; Lorand-Metze et al., 
1998; Cia et al.,1999; Oliveira et al., 2001; Auada et al., 2006; Adam et al., 2006;  
Herreros et al., 2007; Mello et al., 2008; Rocha et al., 2008).  
 A análise de imagem computacional possui a vantagem de detectar 
alterações morfológicas sutis, que podem não serem óbvias ao olho humano ou 
mesmo invisíveis e por isso difíceis de incluir numa descrição qualitativa (Adam, 
2002). 
 O emprego da microscopia confocal apresenta grande utilidade para o 
estudo detalhado de tecidos e células e as principais vantagens em utilizar esta 
técnica são: O melhor contraste comparando com a microscopia de luz 
convencional. Podem-se obter imagens em profundidade, isto é, em 3D, sem a 
necessidade de seccionar o tecido. Também é possível utilizar lâminas sem 
coloração prévia.  
Como desvantagem, há o elevado custo e também o laser pode danificar as 










Para testarmos estas técnicas inovadoras de microscopia, precisávamos de 
um modelo simples. Escolhemos as cicatrizes, porque o tecido cicatricial é comum 
para todos os tipos de feridas e o colágeno é a proteína mais abundante do tecido 
conjuntivo em fase de cicatrização. 
O colágeno é um ótimo gerador do sinal de segundo harmônico. Suas 
moléculas são quirais, preenchendo o quesito do potencial para o SHG. Além 
disto, as moléculas se alinham umas com as outras em triplas hélices dentro das 
fibras. Isso aumenta ainda mais o sinal de SHG (Thomaz, 2007). 
Para estas novas tecnologias, não há necessidade de utilizar coloração 
imuno-histoquímica, anticorpos específicos, como usados em muitos estudos 
dermatológicos. Utilizamos somente lâminas coradas em Hematoxilina & Eosina e 
sem corar. 
O uso concomitante de diversas técnicas novas de microscopia é uma das 
áreas em evolução, que prometem ter um forte impacto sobre a detecção de 
várias doenças. 
    Chen et al., (2011), utilizaram a microscopia multifóton para estudar a 
matriz extracelular do quelóide, comparando a pele normal, a nível molecular, sem 
fixação do tecido e sem coloração. Adquiriram imagens do colágeno e da elastina 
usando a fluorescência e o SHG. Demonstraram que o conteúdo do colágeno 
aumentou tanto na derme superior, quanto na derme profunda e a elastina, em 
sua maioria, mostrou-se quantidade maior na derme profunda comparando com a 
pele normal. Isto sugere a possibilidade de que os fibroblastos anormais 
sintetizados em quantidade excessiva de colágeno e elastina no início da 
formação do quelóide, correspondendo à derme profunda observada, enquanto 
que depois de certo ponto no tempo, o fibroblasto anormal produz principalmente 
colágeno, o que corresponde à derme superior observado. Na derme profunda as 
fibras elásticas mostraram a estrutura de nó e o colágeno mostrou lacunas 
regulares entre feixes adjacentes e na derme superior, os feixes de colágeno 
estavam alinhados em uma direção, enquanto a elastina mostrou-se como 
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grânulos irregulares. Este trabalho forneceu informações moleculares relevantes 
sobre o processo de desenvolvimento da cicatriz queloideana. 
Há diversos estudos envolvendo a combinação das técnicas de 
fluorescência de um ou mais fótons e a Geração de Segundo Harmônico.  
Foram realizados estudos para investigar a orientação das fibras de colágeno e 
suas mudanças estruturais nos tecidos normais da derme em humanos saudáveis, 
utilizando amostras in vivo (Stoller  et al., 2002; Sun et al., 2009).  
Lin et al., (2005), investigaram o processo de fotoenvelhecimento da pele 
facial, usando a combinação da microscopia confocal de fluorescência e o sinal de 
Geração do Segundo Harmônico (SHG). Foi utilizado material emblocado em 
parafina. Os resultados mostraram que a autofluorescência aumenta com a idade 
e o sinal de SHG diminui com a idade. 
As aplicações das técnicas mostram que podem ser combinadas e 
utilizadas tanto em tecidos vivos quanto em material em parafina para 
compreendermos melhor a morfologia dos tecidos e também auxiliar no 
diagnóstico e prognóstico de doenças.         
Em nosso estudo combinamos as técnicas de fluorescência e SHG para 
demonstrar diferenças estruturais de maneira objetiva, que possam ser úteis para 
diagnósticos.  
A análise de textura utilizando variáveis da matriz de coocorrência de 
Haralick, entropia e homogeneidade local, foi utilizada com sucesso para análise 
de estruturas em aortas humanas (Damiani, 2012), sendo possível diferenciar 
aortas de pacientes normotensos e hipertensos e quantificar o colágeno, em 
estudos com carcinomas (Rybka et al, 2008); na derme, para comparar as 
alterações histológicas entre a pele humana que recebeu injeção intradérmica de 
silanol e as encontradas na pele em que foi injetado soro fisiológico. (Herreros e 
col, 2007); em neoplasias, para estimar sobrevida dos pacientes, como no 
Mieloma Múltiplo (Ferro, 2011) e no Melanoma Maligno (Bedin, 2010).  
Nossos resultados demonstraram diferenças significativas com o método da 
fluorescência (H&E) entre cicatrizes normais e quelóides e cicatrizes hipertróficas 
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e quelóides. As variáveis de textura são: Entropia de Shannon, Entropia de 
Haralick, Sum e a Fluorescência integrada óptica (IOF). 
Com o método do Sinal de Geração do Segundo Harmônico encontramos 
diferenças significativas, entre as cicatrizes normais e quelóides, cicatrizes 
normais e hipertróficas e quelóides e cicatrizes hipertróficas. As variáveis de 
textura são: Entropia de Shannon, Entropia de Haralick, Homogeneidade Local, 
Segundo Momento Angular, Sum e a Fluorescência integrada óptica (IOF). 
O método de coloração de picro-sírius é empregado há muitos anos em 
histologia para examinar colágeno (Junqueira, Bignolas, Brentani, 1979).  
A utilização da Geração do Segundo Harmônico em estudos com colágeno 
vem sendo mundialmente aplicada desde que Campagnhola, que publicou o 
primeiro artigo no ano de 1999 sobre esta técnica. 
O SHG tornou-se uma poderosa ferramenta de diagnóstico na área da 
medicina, em especial aos tecidos com alto conteúdo de colágeno, gerando 
informações exclusivas sobre a organização molecular do colágeno (Cox, et al., 
2004; Dombeck et al., 2003). 
 Em nosso trabalho, tivemos o intuito de compararmos a fluorescência do 
picro-sírius com o sinal do SHG, já que este é conhecido por emitir um forte sinal 
em tecidos que contém colágeno. 
Em um estudo piloto, utilizamos a fluorescência ótica integrada (IOF),  
para compararmos a fluorescência de lâminas coradas com picro-sírius com o 
sinal de SHG. 
Em todos os 8 casos de cicatrizes utilizados, o coeficiente de correlação 
entre a fluorescência do picro-sírius e o SHG aumentou com o aumento do 
tamanho do gliding Box, de 1x1 pixel para 128x128pixels. 
Encontramos na literatura relato do uso do ácido fosfomolíbdico para 
melhorar o contraste das fibras em estudos com a fluorescência do picro-sírius na 
microscopia confocal (Quintana et al., 2005). 
Adquirimos e analisamos imagens da fluorescência em lâminas coradas 




Observamos que o sinal da geração do Segundo Harmônico (SHG) foi 
emitido em todos os casos e na maioria destes o coeficiente de correlação 
também aumentou com o aumento do tamanho do gliding Box.  
Quando fizemos a correlação parcial, anulando o efeito do ácido também 
observamos que na maioria dos casos, com o aumento do gliding box, também 
aumentou o coeficiente de correlação.  
Verificamos que as imagens de fluorescência do picro-sírius e do SHG, 
tanto com ácido, quanto sem o ácido não são sobreponíveis, portanto não 
podemos afirmar que o SHG substitui colorações como o picro-sírius. 
Nas amostras examinadas usando a combinação de Fluorescência e SHG 
com detecção simultânea, utilizamos lâminas coradas com Hematoxilina e eosina 
e analisamos a fluorescência da eosina e o sinal de SHG nas regiões central e 
periférica em imagens justapostas dos diferentes tipos de cicatrizes, com isso, 
obtemos imagens com alta nitidez. 
Das variáveis extraídas da matriz de coocorrência de Haralick obtivemos 
diferenças significativas pela ANOVA, no método de fluorescência, entre a cicatriz 
normal do quelóide em 11 variáveis (Média, Máximo e Percentil 95 da Entropia de 
Shannon, Máximo e Percentil 95 da Entropia de Haralick, Média, Variância, 
Máximo e percentil 95 do Sum, Máximo e Percentil 95 da Fluorescência integrada 
óptica (IOF) e entre a cicatriz hipertrófica do quelóide em 2 variáveis (Máximo e 
Percentil 95 da Fluorescência integrada óptica (IOF)). 
No método SHG obtivemos diferenças significativas entre a cicatriz normal 
e quelóide em 3 variáveis (Percentil 95 Entropia de Haralick, Máximo do Sum e a 
Variância da IOF). Cicatriz normal e hipertrófica em 3 variáveis (Percentil 95 
Entropia de Shannon, Média e Mínimo do Segundo Momento Angular). Cicatriz 
hipertrófica e quelóide em 14 variáveis (Média, Máximo e Percentil 95 da Entropia 
de Shannon, Média, Máximo e Percentil 95 da Entropia de Haralick, Mínimo da 
Homogeneidade Local, Média e Mínimo do Segundo Momento Angular, Máximo e 





5.1 Técnica FLIM  
 
A outra técnica empregada em nosso estudo foi o FLIM. Este vem sendo usado 
como ferramenta poderosa em diversos estudos e na maioria esta técnica é 
utilizada in vivo. Podemos destacar alguns trabalhos encontrados na literatura 
utilizando esta técnica FLIM. 
 
5.2  Estudos com tempos de vida da fluorescência em amostra in vivo 
 
Deka et al (2014), desenvolveram um estudo para avaliação da regeneração do 
colágeno e a mudança na taxa metabólica celular in vivo durante a cicatrização de 
feridas em ratos. Adquiriram imagens de SHG e FLIM, respectivamente. 
Observou-se que a taxa metabólica celular normal é mais elevada durante a 
primeira semana de cicatrização e diminui gradualmente a partir de oito dias após 
a formação da ferida. A mudança da intensidade do SHG, sendo maior na fase 
inflamatória indica a degradação do colágeno, durante esta fase e a regeneração 
inicia no 5º dia. Eventualmente, a quantidade de colágeno aumenta gradualmente, 
de modo a formar o tecido cicatricial como produto final. Este trabalho demonstra 
a viabilidade de uma abordagem in vivo de um processo de cicatrização na pele 
normal de rato, que tem o potencial para auxiliar em diagnósticos. 
 Sun et al., (2009) fez um estudo Intra-operatório para diagnóstico de 
carcinoma oral em Hamster. Eles utilizaram um endoscópio portátil com FLIM. Foi 
observado um menor tempo de vida da fluorescência em áreas com tumor, 
comparando a áreas sem tumor. 
  
 
5.3 Estudos com tempos de vida da fluorescência em amostra ex vivo 
 
Parafina: 
 Tradous et al (2003), utilizaram o método Flim para estudos com câncer de 
mama em humanos, na diferenciação de lesões benignas e associadas à 
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malignidade. Utilizou amostras sem coloração. E obteve como resultado o maior 
tempo de vida da fluorescência do estroma, comparando ao epitélio.  
 
Material congelado 
Cicchi et al (2008) investigaram características morfológicas de diferentes 
regiões da pele em tecidos humanos,  à partir de cicatrizes normais e patológicas 
(quelóides) e tumores (Carcinoma basocelular e Melanoma Maligno). Combinaram 
as técnicas de fluorescência utilizando o microscópio multifóton, SHG e o FLIM. As 
amostras foram observadas 3 horas após excisão cirúrgica e foram observadas as 
alterações morfológicas capazes de discriminar tecidos normais e neoplásicos. O 
Carcinoma basocelular (BCC) teve um maior tempo de vida da fluorescência, 
comparado com a pele normal. O Melanoma Maligno (MM) teve um menor FLIM 
comparado com o BCC. 
          Em nosso trabalho observamos maiores tempos de vida da fluorescência 
em regiões centrais das cicatrizes e menores tempos de vida da fluorescência em 
regiões periféricas e isto podem ser devido à maturação do tecido. 
 Para analisarmos os dados do FLIM, consideramos a possibilidade dos 
efeitos causados pelo formol, temperatura, álcool, xilol, parafina e o 
envelhecimento da parafina durante o processo de fixação, pois utilizamos blocos 
do arquivo. 
 A fixação por formol impede a autólise do tecido e há formação de ligações 
cruzadas entre as proteínas teciduais (Chandran et al.,2012).  
 Lutz et al., (2012) hipotetizou que o aumento das ligações cruzadas no 
colágeno pode estar associadas a um aumento da vida da fluorescência.  
 
    
5.4  Diferenças entre região central e periférica das cicatrizes 
 
Lu, et al (2007), observou diferenças entre as regiões central e periférica das 




Fibroblastos da Região central Fibroblastos da Região periférica 
Maioria Fases G0 e G1 do ciclo celular 60% fases S e G2 do ciclo celular 
Maior expressão da p53. Menor expressão da p53 
Maior quantidade de células em 
apoptose. 
Menor quantidade de células em 
apoptose. 
Tabela14. Principais características entre os fibroblastos da região central e periférica 
 
Maiores tempos de vida na região central das cicatrizes 
 
   Nosso estudo demonstrou um maior tempo de vida da fluorescência nas regiões 
centrais das cicatrizes, em cicatrizes hipertróficas, quelóides e normais. Áreas 
onde o FLIM está aumentado podem indicar um processo degenerativo maior, 
comparado a áreas onde o FLIM é menor. 
   A hipótese deduzida é que na região central, onde o colágeno é envelhecido 
apresenta os tempos de vida da fluorescência mais prolongados; 
   O colágeno na região periférica, onde provavelmente os fibroblastos estão em 
alta taxa de proliferação (Lu et al., 2007), mostra tempos de vida mais curtos, 
dependendo da idade da cicatriz  
 
 
Fatores influenciando o tempo de vida da fluorescência 
 
Com a Análise Multivariada verificamos a relação entre o tipo de cicatriz 
(patológica ou normal),os tempos de vida da fluorescência das hemácias e a 
distância entre região central e periférica nos tempos de vida da fluorescência com 
os tempos médios da região central e periférica. 
 
 E a relação entre estas variáveis independentes explicam em: 
   
    27% da variância encontrada para Tempo Médio da região central (TMC) e 










• Conseguimos mostrar com a técnica de fluorescência e SHG diferenças 
estruturais de maneira objetiva, que possam ser úteis para diagnósticos; 
Fluorescência: Entre cicatrizes normais e quelóides e entre cicatrizes 
hipertóficas e quelóides. 
SHG: Entre cicatrizes normais e quelóides, cicatrizes hipertróficas e 
quelóides e cicatrizes normais e hipertróficas. 
 
• Encontramos diferenças significativas entre as regiões central e periférica 
das cicatrizes pelo método FLIM; 
 
• Na técnica FLIM, não houve diferença significativa entre os grupos de 
cicatrizes. 
 
• Não conseguimos demonstrar interferência dos anos de estocagem do 
bloco e a idade do paciente nos resultados FLIM; 
 
• Na técnica FLIM mostramos diferenças no colágeno que não podemos 
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